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ZUSAMMENFASSUNG 
Identifizierung und Charakterisierung von pathogenitätsrelevanten  
genomischen Bereichen in humanpathogenen enterohämorrhagischen 
Escherichia coli O157 
 Annette Birgit Horstmann 
Sorbit fermentierende (SF) Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli (STEC) 
der Serogruppe O157:H¯ werden in Mitteleuropa zunehmend als Erreger von 
Durchfallerkrankungen sowie des hämolytisch-urämischen Syndroms (HUS) 
nachgewiesen. Die klinische Symptomatik dieser Erkrankungen weist eine 
weitgehende Übereinstimmung mit den durch STEC-Stämme des Serotyps 
O157:H7 ausgelösten Krankheitsfälle auf. Während das Genom ausgewählter 
O157:H7 STEC-Stämme, beispielsweise des E. coli O157:H7-Stammes EDL 
933, bereits entschlüsselt wurde, liegen über Virulenzfaktoren der E. coli 
O157:H¯ -Stämme bislang nur wenige Erkenntnisse vor.  
Die vorliegende Arbeit ermöglicht einen weitergehenden Vergleich des Genoms 
77 verschiedener SF E. coli O157:H¯ STEC-Stämme mit dem Genom von  
E. coli O157:H7 EDL 933. Identifiziert wurden zwei interessante genomische 
Inseln, die Homologien zu den Sequenzen von E. coli O157: H7 EDL 933 auf-
weisen und möglicherweise für ein Porin (RTX) und ein Protein des Eisentrans-
portsystems (ITR) kodieren. Das Vorliegen der untersuchten genomischen 
Inseln konnte für alle untersuchten STEC O157:H¯ bestätigt werden. Für zwei 
dieser Stämme wurde anschließend eine DNA-Sequenzanalyse durchgeführt.  
Es ließ sich in beiden Fällen und für beide untersuchten Fragmente eine voll-
ständige Homologie zum Vergleichsstamm E. coli O157: H7 EDL 933 nachwei-
sen. Hierdurch können neue Erkenntnisse über die Evolution des 
Pathogenitätspotentials gewonnen werden. 
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Enterohämorrhagische Escherichia coli sind als Untergruppe den Shiga Toxin-
produzierenden E. coli (STEC) zuzuordnen. Sie werden weltweit als Auslöser 
der hämorrhagischen Colitis (HC) sowie des hämolytisch-urämischen Syndroms 
(HUS) nachgewiesen. Die überwiegende Zahl der Nachweise in Deutschland 
bezieht sich auf sporadische Fälle, Ausbrüche treten jedoch immer wieder auf 
(3) (55) (56). 
 
1.1 Epidemiologie und Übertragungswege 
In Großbritannien und den USA werden überwiegend E. coli O157:H7-Stämme 
als Auslöser von HC und HUS nachgewiesen. In Deutschland ist ein breiteres 
Serovar-Spektrum von Bedeutung, seit 1994 wurden Serotypen wie E. coli 
O26:H11/H¯, O103:H¯/H2/H28, O111:H¯/H2, O145:H28 sowie O157:H¯ als wich-
tig beschrieben (31). 
Die Infektionsdosis ist mit 10-100 Keimen für E. coli O157:H7 sehr gering (54). 
Als Hauptreservoir gelten Wiederkäuer, vor allem Rinder. Die Übertragung auf 
den Menschen erfolgt über kontaminierte Lebensmittel wie Hackfleisch, unpas-
teurisierten Apfelsaft u.v.m. (34), Trink- und Badewasser, Tierkontakt oder von 
Mensch zu Mensch. 
 
1.2 Klinik, Therapie und Prognose EHEC-bedingter Infektionen 
Asymptomatischen Verläufe treten häufig bei Kontaktpersonen erkrankter Kin-
der auf (45). Unter symptomatischen Infektionen leiden besonders Kleinkinder 
und alte Menschen. Der zeitliche Verlauf der Infektion wird in Abb. 1 dargestellt.  
1 - 3 (-12) d Wässrige Diarrhoe
Erbrechen
Abdominalkrämpfe
1 - 3 d Blutige Diarrhoe
(~ 90%)











Die Inkubationszeit beträgt 1-12 Tage. Bei Erkrankungsbeginn treten wässrige 
Diarrhoen, Erbrechen, krampfartige Bauchschmerzen und Fieber auf. Nach 1-3 
Tagen erfolgt in ca. 90% der Fälle der Übergang in eine HC. Der überwiegende 
Anteil dieser Enteritiden heilt folgenlos aus. Als wichtigste Komplikation tritt bei 
ca. 15% der von HC betroffenen Kinder das HUS auf. EHEC gelten aus häu-
figste Auslöser von HUS im Kindesalter (74). Gerber et al. (27)  konnten in einer 
prospektiven Studie in Deutschland und Österreich in 57% der Fälle STEC 
O157:H7 isolieren, in 21% wurde STEC O157:H¯, in 15% STEC O26:H11/H¯ 
nachgewiesen. Das Auftreten von HUS führt zur Verschlechterung des Allge-
meinzustandes, Oligo- oder Anurie, Ödemen, Petechien und Ikterus. Neben 
dem kompletten HUS mit der Trias hämolytische Anämie, Thrombozytopenie 
und akutes Nierenversagen bestehen inkomplette Formen mit oder ohne Anä-
mie und ohne Anstieg des Serumkreatinins. Weiterhin können u.a. Hypertonie, 
Pankreatitiden und zentralnervöse Symptome auftreten (65) (31) (27). 
Es gibt bislang kein einheitliches Behandlungsschema der HC (50) und des 
HUS. Bei Fehlen einer kausalen Therapie stehen lediglich supportive Maßnah-
men zur Verfügung. Priorität hat die Erhaltung der Nierenfunktion, die sorgfälti-
ge Flüssigkeits- und Elektrolytbilanzierung ist von größter Wichtigkeit, ebenso 
ein früher Einsatz der Dialyse (31). Von Antibiotikagaben wird zum gegenwärti-
gen Zeitpunkt ebenso abgeraten wie von dem Einsatz von Corticosteroiden, 
Heparin, Plasmapherese und SYNSORB Pk, einem synthetischen Gb3-
Analogon (65). Die Gabe oraler Gb3-Rezeptoranaloga könnte bei asymptomati-
schen Kontaktpersonen sowie in ausbruchsverdächtigen Gebieten von Nutzen 
sein (37). 
Garg et al. ermittelten 9% Todesfälle bei Patienten mit EHEC-bedingtem HUS 
nach einem durchschnittlichen follow-up von vier Jahren. Weiterhin entwickelten 
3% der Patienten Niereninsuffizienz im Endstadium, 25% renale Folgeerkran-
kungen wie Proteinurie und niedrige Kreatiniclearance (25), bei 29% der Patien-






Enterohämorrhagische E. coli sind zur Produktion verschiedener potentieller 




Die herausragende Eigenschaft der EHEC ist die Fähigkeit zur Bildung von 
Shiga Toxinen. Shiga Toxine wirken zytotoxisch, enterotoxisch und neuroto-
xisch. Es handelt sich um eine heterogene Familie mit zwei Hauptgruppen, Shi-
ga Toxin (Stx) 1 und 2 (2). Die Stx1-Gruppe lässt sich gegenwärtig in Stx1, 
Stx1c und Stx1d, die Stx2-Gruppe in Stx2, Stx2c, Stx2c2, Stx2d, Stx2e, Stx2f 
und Stx2g untergliedern (36). EHEC-Stämme können Gene für verschiedene 
Shiga Toxine besitzen, Stx2-produzierende EHEC scheinen in größerem Maße 
HUS auszulösen als Stx1-produzierende Stämme (68). Shiga Toxine binden an 
Glykosphingolipid-Rezeptoren der Zielzellen, vorwiegend an Globotriaosylze-
ramid Gb3. Nach Aufnahme in die Zielzelle wird durch Blockierung der Peptid-
biosynthese die Apoptose ausgelöst (48) (2) (31). 
Als weitere Toxine können bestimmte EHEC ein Enterohämolysin aus der Fa-
milie der RTX (repeats in Toxin, meint das Vorkommen mehrerer glycinreicher 
Sequenzwiederholungen) -Exoproteine sowie ein hitzestabiles Enterotoxin pro-
duzieren. Nahezu alle EHEC der Serogruppe O157:H7 sind zur Bildung von 
EHEC-Hämolysin (EhlyA) befähigt (60). Das enteroaggregative hitzestabile To-
xin EAST1 wurde zuerst bei Enteroaggregativen E. coli (EAEC) nachgewiesen. 
Über die pathogenetische Bedeutung der Bildung von EAST1 durch EHEC 
herrscht noch Ungewissheit, es könnte allerdings ein Zusammenhang mit dem 
Auftreten unblutiger Diarrhoen bei Patienten mit Infektionen durch EAST1-
bildende EHEC bestehen (48).  
 
1.3.2 Locus of enterocyte effacement (LEE) 
Einige EHEC sind in der Lage, „attaching and effacing“- Läsionen (A/E-
Läsionen) zu verursachen. Nach Auflösung der Mikrovilli der Enterozyten haften 




nötige genetische Information findet sich auf dem „Locus of enterocyte efface-
ment“ (LEE). LEE ist beispielsweise bei EHEC der Serogruppen O157:H7/H¯, 
O111:H8/H¯ und O26:H11/H¯ nachweisbar. Es handelt sich um eine Pathogeni-
tätsinsel (PAI, bezeichnet instabile, mehrere Pathogenitätsgene tragende, 
chromosomale DNA-Bereiche), die aus funktionell unterschiedlichen Bereichen 
besteht (33). Ein als Typ III-Sekretionssystem bezeichneter Genlocus beinhaltet 
sowohl die Gene des Sekretionssystem als auch die für die E. coli secreted pro-
teins EspA, B, D und F, welche über verschiedene Mechanismen die Ein-
schleusung von Effektorproteinen in die Zielzelle erlauben (57). Des Weiteren 
findet sich im LEE das sogenannte eae-Gen. Das eae-Gen codiert für Intimin, 
welches einen wichtigen Faktor für die Adhärenz der Bakterien an die Enterozy-
ten darstellt. Es ist wahrscheinlich, dass diese Pathogenitätsinsel, neben weite-




Die meisten EHEC besitzen das sogenannte O157-Plasmid, ein zwischen 93,6 
und 104kb großes Plasmid. Das Plasmid codiert für Hlyα, weiterhin für EspP, 
eine Serinprotease, die vermutlich über die Spaltung von Faktor V zu Störungen 
der Blutgerinnung führt (19), sowie für KatP, eine bifunktionale Katalase-
Peroxidase (18). Des Weiteren konnte ein aus 13 Genen bestehendes Typ-II-
Sekretionssystem (etp) nachgewiesen werden. Typ-II-Sekretionssysteme er-
möglichen bei vielen pathogenen Bakterien die Ausschleusung wichtiger Viru-
lenzfaktoren, die genaue Funktion des bei EHEC vorliegenden Typ-II-
Sekretionssystems muss noch geklärt werden (62). 
 
1.3.4 Eisentransport  
EHEC O157:H7 besitzen ein spezielles Eisentransportsystem, das den Abbau 
von Blut oder Hämoglobin als Eisenressource ermöglicht (66). Auf die besonde-






1.4 Sorbit fermentierende EHEC der Serogruppe O157:H¯ 
Sorbit fermentierende (SF) Escherichia coli der Serogruppe O157:H¯ wurden 
erstmals 1988 bei einem HUS-Ausbruch in Bayern entdeckt (35). Seitdem wur-
den weitere Ausbrüche in Deutschland (3) (56), später auch in Tschechien (11), 
Finnland (39)  und Österreich (1) registriert. Im Gegensatz zu EHEC O157:H7 
sind SF E. coli der Serogruppe O157:H¯ dazu in der Lage, Sorbit innerhalb von 
24 Stunden zu fermentieren. Sie können so bei der Anzucht auf SMAC (Sorbit-
MacConkey) –Agar, im Gegensatz zu nSF (nicht SF) EHEC O157:H7, nicht von 
E. coli der physiologischen Darmflora unterschieden werden.  
SF E. coli der Serogruppe O157:H¯ sind unbeweglich. Zwar besitzen sie fliC 
(flagellin subunit-encoding) Gene, die für das H7-Antigen codieren, diese wei-
sen jedoch im Vergleich zu fliC von EHEC O157: H7 eine Vielzahl von Mutatio-
nen auf, H7 wird nicht exprimiert (53).  
Eine bislang nur bei E. coli O157:H¯ nachgewiesene Besonderheit ist das sfp 
(sorbitol-fermenting EHEC O157 fimbriae), welches auf dem Plasmid O157 dort 
zu liegen scheint, wo bei EHEC O157: H7 für EspP und KatP codiert wird (17).  






Tabelle 1: Unterschiede und Gemeinsamkeiten von nSF E. coli der Serogruppe 
O157:H7 und SF E. coli der Serogruppe O157:H¯. 
  SF O157:H¯ nSF O157:H7 















Hauptreservoir unbekannt, eventuell 
menschlicher Darm 
Rinder und andere 
Tiere 
Sorbit Fermentation innerhalb von 24 h - 
β-Glucuronidaseaktivität + - 
Hämolysinbildung meist - + 







fliC-Phänotyp - + 
Shiga Toxin nur Stx2 Stx1, Stx2, Stx2c 
TAI * - + 








eae + + 
hlyA  + + 
etp  + + 
espP - + 















sfp + - 
* tellurite resistance- and adherence-confering island 
** (32) 
 
1.5 Phylogenetische Entwicklung 
Mittels veränderter Genexpression, Rekombination und horizontalem Gentrans-
fer können Bakterien sich an veränderte Umweltbedingungen anpassen. Über 
Phagen und Plasmide können Erbinformationen zwischen Bakterien ausge-




Verlust oder Einbau dieser Inseln in das Genom bedeutet den Verlust oder Ge-
winn vieler verschiedener Gene. Mittels der genannten Mechanismen ist die 
sehr schnelle Entwicklung neuer Bakterienstämme möglich. Für EHEC 
O157:H7 und O157:H¯ wird angenommen, dass sie sich aus EPEC O55:H7 
entwickelt haben (30). Feng et al. (24)  entwickelten ein evolutionäres Stufen-
modell (Abb. 1) zur Entwicklung des O157:H7 Komplexes, das im Folgenden 



























































Abbildung 2: evolutionäres Stufenmodell der Entwicklung des O157-Komplexes nach 
Feng et al. 
 
Aus einem EPEC-ähnlichen O55-Stamm, der PAI LEE sowie die Fähigkeit zur 
zur β-Glucuronidasebildung (GUD+) und zur Sorbit Fermentation (SOR+) be-
sitzt, ging als direkte EHEC-Vorstufe der Stamm O55:H7 GUD+, SOR+ (A1) 
hervor. Als Besonderheit weist dieser Vorläuferstamms wie der gesamte O157-
Komplex eine -10-Mutation im uidA-Gen auf, welches für GUD codiert. Weitere 
Evolutionsschritte beinhalteten die Aufnahme von stx2 in das Bakteriengenom 
(A2), später (A3) kam es zu einer weiteren Mutation im uidA-Gen (+92) und aus 




Region O157 (12). Da alle im weiteren Verlauf entstandenen Stämme das 
EHEC-Plasmid besitzen, gehen Feng et al. (24)  davon aus, dass es in diesem 
Stadium in das Genom integriert wurde. Dieser O157:H7 (SOR+, GUD+ Stx2+) 
gilt als hypothetische Zwischenstufe und konnte bislang nicht isoliert werden. 
Für die weitere Entwicklung wird die Aufspaltung in zwei Linien angenommen. 
Aus der ersten Linie ging nach Motilitätsverlust O157:H¯ GUD+, SOR+, Stx2+ 
(A4) hervor, die zweite Linie blieb motil, verlor die Fähigkeit zur Sorbit Fermen-
tation und erwarb die zur Bildung von Stx1, es entstand O157:H7 SOR-, GUD+, 
Stx2+, Stx1+ (A5). In einem letzten Schritt ging die Fähigkeit zur β-
Glucuronidasebildung verloren und der direkte Vorläuferstamm (A6) des ver-
breiteten EHEC O157:H7 entstand.  
 
1.6 Zielsetzung der Arbeit 
Das Genom von SF E. coli der Serogruppe O157:H¯ ist bislang nicht entschlüs-
selt. Janka (29) gelang über die Sequenzierung einer Cosmidbank des SF E. 
coli O157:H¯ 493/89 und weitere molekularbiologische Methoden der Nachweis 
einer Vielzahl von Cosmid-Insertfragmenten, die an beiden Fragmentenden 
Homologien zu den Sequenzen des O157:H7 Stammes EDL 933 aufweisen. In 
der vorliegenden Arbeit soll ausgehend von zwei dieser Cosmid-
Insertfragmente das Genom von SF E. coli der Serogruppe O157:H¯ weiterge-
hend mit dem von O157:H7 EDL 933 verglichen werden. In dem Genom von 
EDL 933 finden sich insgesamt 177 sogenannte O-islands, die bei O157:H7 
EDL 933, nicht aber bei dem Laborstamm E. coli K-12 nachgewiesen werden 
können (51). Die ausgewählten Cosmid-Insertfragmente entsprechen bei EDL 
933 Teilen der durch die GenBank Accessionnummern AE005228 (O-island 
#28) bzw. AE 005533 (O-island #123) gekennzeichneten Bereichen des Ge-
noms und weisen 98% bzw. 94% Homologien zur Sequenz von EDL 933 auf. 
O-island #28 wird der RTX-Familie zugerechnet und codiert möglicherweise für 
ein Porin, O-island #123 codiert vermutlich für ein Eisentransportsystem.  
Da keine etablierten Primer für die interessierenden Bereiche vorhanden sind, 
wurden mit Hilfe des Programms „Primer Select Power Macintosh 3.04a und 
Edit Seq“ entsprechende Oligonucleotide generiert. 
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2. Materialien und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Geräte und Laboreinrichtungen 
Es wurden Standardgeräte und -materialien der Firmen Applied Biosystems, 
Biometra, BioRad-Laboratories, Biozym, Eppendorf, Greiner, Heidolph, He-
raeus, Herolab und Kirsch verwendet. 
 
2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Neben Standardchemikalien und -verbrauchsmaterialien der Firmen ABgene 
House, AmershamPharmaciaBiotech, BioRad, Biozym, Braun, Delta Pharm, 
Eppendorf, Merck, Millipore, nunc und Sarstedt wurden folgende Chemikalien 
verwendet: 
 
• 10x PCR Puffer (100mM HCl,           
pH 8,3/25°C, 500mM KCl, autoklaviert) 
Applied Biosystems, Weiterstadt 
• Magnesiumchlorid Pufferlösung (25mM) Applied Biosystems, Weiterstadt 
• AmpliTaq Gold DNA Polymerase (5U/µl) Applied Biosystems, Weiterstadt 
• Trisborat-EDTA-Puffer (TBE) 10x Roth, Karlsruhe 
• Molekulargewichtsstandard                     
1 kbp-DNA-Ladder [1,0 µg/µl] 
Invitrogen life technologies, 
Karlsruhe 
• ABI Prism Big Dye™ Terminator Reac-
tion Cycle Sequencing Kit 
Applied Biosystems, Weiterstadt 
• HiDi Formanid Applied Biosystems, Weiterstadt 
• InstaGene™ Matrix BioRad, Herkules (CA/USA) 
• Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/µl) USB Amersham, Cleveland 
(OH/USA) 
• Exonuklease I E. coli 20000 U/ml New England Biolabs, Beverly 
(MA/USA)  
• EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma Aldrich, Deisenhofen 
• Tris Ultra Qualität Roth, Karlsruhe 
2. MATERIALIEN UND METHODEN 
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2.1.3 Gebrauchslösungen:  
• TBE-Puffer 0,5x 950ml Aqua bidestillata, 50ml 10x TBE-Puffer 
• TE-Puffer 121,44mg Tris, 3,72mg EDTA, 100ml HPLC Wasser, 
32% HCl auf pH 7,5 (ca 80 µl) 
• Probenpuffer (6x) 125 mg Bromphenolblau, 17 ml Glycerin, 33 ml Aqua 
bidestillata 
• Ethidiumbromidbad 1l Aqua bidestillata 
50µl Ethidiumbromidlösung (10mg/ml) 
• ABI Puffer 400µl Stammlösung A (12,1g Tris, 80µl HPLC Was-
ser, 32% HCl auf pH 9 (ca. 1,5ml), ad 100ml HPLC 
Wasser, autoklaviert) 
10µl Stammlösung B (20,3mg MgCl2 in 100ml HPLC 
Wasser) 
590µl HPLC Wasser 
 
2.1.4 Synthetische Oligonukleotide  
Die verwendeten Oligonucleotide wurden mit dem Softwareprogramm “Primer 
Select Power Macintosh 3.04a und Edit Seq“ nach Sequenzen des STEC 
O157:H7 EDL 933 (51)  ausgewählt.  
Sämtliche Oligonucleotide wurden von der Firma Sigma Genosys, Steinheim 
bezogen und in Aqua ad injectabilia (Konzentrationen: 30µmol/l) gelöst. 
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Tabelle 2: Synthetische Oligonukleotide 
Primer 
f = forward 







RTX 1 (f)   * AE005228 5′: 581720 ATACCGTTGCTCAGACCAG  
RTX 2 (r) * AE005228 3′: 582290 GTGAGTTCTGTTCCCTGCG 
RTX A1 (f) * AE005228 5′: 581949 TGACACCACGCCAACCTTTA  
RTX A2 (f) * AE005228 5′: 582272 CGCAGGGAACAGAACTCACC  
RTX B1(r) * AE005228 3′: 582619 TTGCTGTATGGCTTTTCCCG  
itr 1 (f) AE005533 5′: 3985969 AGACGATCAAACAGGAGAGC  
itr 2 (r) AE005533 3′: 3986633 CGAACGACGGCTTACGCAAT  
itr 3 (f) AE005533 5′: 3986019 CTGACCGATAACTGGATTGC  
 * Konzentration von 56µmol/l zu Beginn der Testreihe, bei positivem Amplifikationsergebnis 
im weiteren Verlauf Verwendung einer Konzentration von 30µmol/l 
 
2.1.5 Nährmedien 
• Sorbit-MacConkey-Agar (SMAC) Institut für Mikrobiologie, Münster 
Pepton 15,5g 







Aqua destillata 1000ml 
pH = 7,2 ± 0,2 
• Columbia Blutagar  
(Best. Nr. 109e) 
Heipha, Eppelheim 
2. MATERIALIEN UND METHODEN 
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• Stichagar Institut für Mikrobiologie, Münster 
Aqua demin.  
Nähr-Broth DM 180 (Mast Diagnostica 
GmbH, Reinfeld) 




Die im Rahmen der Arbeit untersuchten Bakterienstämme wurden sämtlich der 
Stammsammlung von Herrn Prof. Dr. Karch, Institut für Hygiene der Medizini-
schen Fakultät der Westfälischen Wilhelmsuniversität Münster, entnommen. 
Es wurden insgesamt 77 Sorbit fermentierende E. coli der Serogruppe O157:H¯ 
aus den Jahren 1989 bis 2003 ausgewählt. Weitestgehend handelt es sich 
hierbei um klinische Isolate, die im Rahmen der Routinediagostik aus menschli-
chen Stuhlproben isoliert werden konnten (siehe Tabelle 4, Ergebnisteil).  
Als Kontrollstämme dienten der nicht Sorbit fermentierende E. coli EDL 933 der 
Serogruppe O 157:H7 als Positiv- sowie der Sorbit fermentierende Laborstamm 
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Die ausgewählten Escherichia coli -Stämme wurden zum Nachweis der Sorbit 
Fermentation zunächst auf Sorbit-MacConkey-Agar (SMAC) kultiviert, im weite-
ren Verlauf wurden SMAC- sowie Blutagarplatten zur Kultivierung verwendet. 
Zur Anlegung frischer Kulturen wurden die Stämme circa einmal pro Woche 
überimpft, für 24 Stunden bei 36°C bebrütet und anschließend bei 4°C gelagert. 
Für die längerfristige Lagerung wurden die Stämme in Stichagar überimpft, 24 
Stunden bei 36°C bebrütet und anschließend ebenfalls bei 4°C gelagert. 
 
2.2.2 Amplifikation und Detektion 
2.2.2.1 DNA-Extraktion 
Zur DNA-Extraktion wurden 2-3 Bakterienkolonien mit einer Einmalimpföse in 
50µl NaCl 0,9% eingerührt und anschließend im Heizblock für 5 min. bei 100°C 
inkubiert. Nach dem Abkühlen wurde die Suspension durch kräftiges Schütteln 
durchmischt, anschließend wurden 5µl für den PCR-Ansatz eingesetzt. 
 
2.2.2.2 Polymerasekettenreaktion 
Die Amplifikation der jeweiligen Genabschnitte der bakteriellen DNA wurde mit-
tels der Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) erreicht. 
Diese Methode, die es ermöglicht definierte DNA-Fragmente durch replikative 
Synthese mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase zu amplifizieren, wurde 
in den achtziger Jahren entwickelt und findet seitdem breite Anwendung. Eine 
ausführliche Darstellung der PCR findet sich beispielsweise in (16). 
Die sich aus den Längen und Zusammensetzungen der Primer sowie den er-
warteten Produktlängen ergebenden PCR-Bedingungen für DNA-
Denaturierung, Primer-Annealing und Oligonucleotid-Elongation sind in Tabelle 
3 aufgeführt. Der verwendete Reaktionsansatz bestand jeweils aus 5µl DNA-
Suspension, 34µl Aqua ad injectabilia, 5µl 10-fach PCR-Puffer, 3µl MgCl2 
(25mM), 1µl dNTPs (10µM), 0,3µl Taq-Polymerase (5U/µl) und je 1µl Primer (30 
µM). Es wurden bei jeder PCR zusätzlich zu den Teststämmen jeweils eine Po-
sitiv- und eine Negativkontrolle amplifiziert. 
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Die verwendeten Oligonucleotide wurden unter Berücksichtigung der üblichen 
Kriterien wie erwartete Produktlänge, geeignete Annealingtemperaturen, gerin-
ge Anzahl identischer Basen in direkter Folge (47)  nach Sequenzen des STEC 
O157:H7 EDL 933 (51) ausgewählt. 
 




Denaturierung** Annealing Elongation** 
erwartete Produkt-
länge (bp) 
RTX 1   
RTX 2 
94°C, 60s 54°C, 60s 72°C, 90s 571 
RTX A1 
RTX B1 
94°C, 60s 55°C, 60s  72°C, 60s 671 
RTX A2 
RTX B1 
94°C, 60s 55°C, 60s  72°C, 60s 348 
itr 1 
itr 2 
94°C, 60s 54°C, 60s 72°C, 60s 665 
itr 3 
itr 2 
94°C, 60s 54°C, 60s 72°C, 60s 615 
* Cyclerdeckel wird vorgeheizt auf 103°C, Zyklenanzahl 30   
** initiale Denaturierung: 5min. bei 94°C, finale Elongation: 5 min. bei 72°C 
 
2.2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese 
Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mittels einer horizontalen Gelelektropho-
rese aufgetrennt. Zur Herstellung des Gels wurden 1050mg LE Agarose mit 
70ml 0,5xTBE-Puffer aufgekocht und nach Abkühlung in den mit Kämmen ver-
sehenen Gießstand gegeben. Nach vollständiger Polymerisation wurde das 
erhaltene Gel (1,5% Agarosekonzentration) in die mit 0,5xTBE-Puffer gefüllte 
Elektrophoresekammer überführt.  
Für den Elektrophoreseansatz wurden jeweils 4µl Probenpuffer und 20µl Ampli-
fikationsprodukt in einer Mikrotiterplatte gemischt, 10µl dieses Ansatzes wurden 
in eine Geltasche pipettiert. Links und rechts der aufzutrennenden Amplifikate 
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wurden 5µl eines Molekulargewichtsstandards (12µl Ansatz bestehend aus 2µl 
Probenpuffer, 8µl Aqua bidestillata und 2µl 1kb Ladder) auf das Gel aufge-
bracht. 
Die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von 110 Volt durchgeführt 
und nach ca. 70 min (2/3 Laufstrecke) beendet. Im Anschluß wurde das Gel 
unter Aqua dest. gespült, für 20 min im Ethidiumbromidbad gefärbt und ab-
schließend 20 min in Aqua dest. gewaschen.  
Die Dokumentation erfolgte unter Verwendung der Geldokumentationsanlage 




Um einen Vergleich der erhaltenen DNA-Amplifikate der Teststämme mit denen 
des positiven Kontrollstamms E. coli O157:H7 EDL 933 anstellen zu können, 
wurden die Amplifikationsprodukte von jeweils zwei der klinischen STEC 
O157:H¯ Isolate sequenziert. Zur Sequenzierung wurden ein im Jahre 1996 
(2711/96) sowie ein im Jahre 2003 (0200/03) isolierter Stamm ausgewählt. 
 
2.2.3.1 DNA-Extraktion 
Die DNA wurde unter Zuhilfenahme des InstaGene™ Matrix Extraktionskit aus 
den Isolaten extrahiert. Zur Vorbereitung wurden in einem ersten Reinigungs-
schritt von frisch bebrüteten SMAC-Agarplatten 3-4 Bakterienkolonien entnom-
men, in 500µl HPLC-Wasser suspendiert und zentrifugiert (1 Minute bei 12.000 
rpm), der Überstand wurde verworfen. Zum verbleibenden Pellet wurden 100µl 
der InstaGene™ Matrix gegeben und die Suspensionen 20 min bei 56°C inku-
biert. In diesem ersten Extraktionsschritt wurden die Zellverbände gelöst, durch 
die in der InstaGene™ Matrix enthaltenen Chelatbildner wurden zudem Enzyme 
inaktiviert. Die Suspensionen wurden nach kräftigem Schütteln im zweiten In-
kubationsschritt 8 min bei 100°C inkubiert. So wurden die übrigen Zellstrukturen 
zerstört, die DNA konnte freigesetzt und durch Zentrifugation (3 min bei 12.000 
rpm) von anderen Zellbestandteilen getrennt werden. Der die DNA enthaltende 
Überstand wurde abpipettiert und bei -20°C gelagert. Durch diese DNA-
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Extraktionsmethode können große Mengen an von Zellbestandteilen gereinigter 
DNA gewonnen werden. Für die folgende PCR kann die DNA konzentriert oder 
in 1:10 bzw. 1:100 Verdünnungen verwendet werden. 
 
2.2.3.2 DNA-Amplifikation für die Sequenzierungs-PCR 
Für die PCR wurden 5µl der mittels InstaGene™ Matrix extrahierten DNA (Ver-
dünnung: 1:100) eingesetzt, im Übrigen waren Reaktionsansatz und PCR-
Protokoll den unter Punkt 2.2.2.2 beschriebenen Abläufen identisch.  
 
2.2.3.3 PCR-Produktaufreinigung 
Vor der Sequenzierung ist es nötig, die im Amplifikat verbliebenen Desoxyribo-
nukleotide sowie überschüssige einzelsträngige Oligonukleotide zu entfernen, 
da diese sonst das Sequenzierungsergebnis verfälschen und unbrauchbar ma-
chen können. Die Amplifikate wurden daher enzymatisch aufgereinigt. Hierzu 
wurden Ansätze, jeweils bestehend aus 5µl Amplifikat, 1µl Exonuclease I 
(1U/µl) sowie 1µl Shrimp Alkaline Phosphatase (20U/µl) im Thermocycler mit 
folgendem Programm aufgereinigt: 30min bei 37°C, 15min bei 80°C, danach 
Lagerung bei 4°C. 
 
2.2.3.4 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierungen erfolgten als Didesoxynukleotid-Kettenabbruch-
Sequenzierungen nach Sanger (58). Die Methode beruht auf der Denaturie-
rung, Primerhybridisierung und DNA-Polymerase-Verlängerung der zu sequen-
zierenden DNA. Im Gegensatz zu der Amplifikations-PCR werden bei der 
Sequenzierungs-PCR zusätzlich zu den vier 2′-Desoxyribonukleotiden (dNTPs) 
auch 2′-3′-Didesoxyribonukleotide (ddNTPs) eingesetzt. Diesen fehlen die 
Hydroxylgruppen am dritten Kohlenstoffatom der Ribose, über die im Normalfall 
die Anknüpfung des nachfolgenden Nukleotids erfolgt. Wird anstelle eines 
dNTP ein ddNTP eingebaut, kann die Taq-Polymerase die Kette nicht weiter 
verlängern, es kommt zum Kettenabbruch. Der zufällige Einbau der ddNTPs 
führt zur Bildung unterschiedlich langer DNA-Fragmente. Die ddNTPs sind 
durch Fluoreszensfarbstoffe markiert, welche während der nachfolgenden  
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kapillar-elektrophoretischen Elektrophorese im automatischen Sequenzierer 
„Sequencer ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer 2001“ durch Laser ange-
regt und gemessen werden können. So entsteht ein charakteristisches Intensi-
tätsprofil der Fluoreszenzen, aus dem dann die Analysesequenz ermittelt wird. 
Nähere Informationen zu diesem Thema finden sich auch in (47). 
Für den Reaktionsansatz der Sequenzierungs-PCR wurden 0,5µl Big Dye™-
Premix (aus dem ABI Prism Big Dye™ Terminator Reaction Cycle Sequencing 
Kit, enthält Ampli-Taq-DNA-Polymerase, dNTPs und fluoreszenzmarkierte 
ddNPTs), 1,8µl 5x ABI-Sequenzierungs-Puffer (Eigenherstellung nach den An-
gaben des Herstellers), 2µl Primer (5pmol/µl), 2µl aufgereinigtes PCR-Produkt 
und 3,7µl HPLC-Wasser eingesetzt. Anders als bei der Amplifikations-PCR wird 
für die Sequenzierungs-PCR pro Reaktionsansatz jeweils nur ein Primer (for-
ward oder reverse) verwendet, da die Sequenzanalyse im automatischen Se-
quenzierer das Vorliegen von Einzelsträngen erfordert. Das PCR-Programm 
bestand aus 25 Zyklen folgenden Ablaufs: 10s bei 96°C, 5s bei 55°C, 4min bei 
60°C. 
Das Produkt der Sequenzierungs-PCR wurde anschließend über Sephadex 
G50 Säulen gereinigt. Sephadex G50 Superfine Kunstharz wurde in die Kavitä-
ten einer MultiScreen-96-HV-Platte gegeben und mit je 300µl HPLC Wasser 
aufgefüllt. Nach dem vollständigen Quellen des Harzes (3 Stunden bei Raum-
temperatur) wurden die Säulen 5min bei 2300 rpm zentrifugiert, mit 150µl HPLC 
Wasser gewaschen und erneut 5min bei 2300 rpm zentrifugiert. Auf die 
gebrauchsfertigen Säulen wurden 10µl des Sequenzierungs-PCR-Produktes 
aufgebracht und erneut zentrifugiert (5min bei 2300 rpm). Das nun aufgereinigt 
in den Säulen vorliegende Produkt wurde für 15-20 min bei 45°C in der Vaku-
umzentrifuge getrocknet. Die präzipitierte DNA wurde in 20µl Formamid aufge-
nommen und im automatischen Sequenziergerät mittels 10x EDTA-Puffer 
aufgetrennt und sequenziert. Zur Ermittlung der genauen Sequenz wurde die 
Sequenzierungssoftware 3100 Avant Data Collection Software eingesetzt.  
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2.2.3.5 Phylogenetische Analyse 
Die ermittelten Sequenzen wurden mit Hilfe der Sequenzanalysesoftware 
BLAST algorithm (Basic Local Alignment Search Tool, Shareware) mit dem Re-
ferenzorganismus EHEC O157:H7 EDL 933 verglichen. BLAST algorithm greift 
auf das umfangreiche internationale Sequenzdatenmaterial von GenBank™ (8) 
zu und ermöglicht die Suche nach Sequenzähnlichkeiten auch für den Fall, 






3.1 Sorbit Fermentation 
Sämtliche der ausgewählten 77 Stämme (siehe Tabelle 4) sowie der Kontroll-
stamm E. coli C 600 zeigten bei Anzucht auf Sorbit-MacConkey-Agar die Fä-
higkeit zur Sorbit Fermentation, die Kolonien zeigten eine intensive Färbung. Im 
Gegensatz dazu ließ sich für EHEC O157:H7 EDL 933 keine Sorbit Fermentati-
on nachweisen, die Kolonien wuchsen farblos auf SMAC-Agar. 
 
 
Abbildung 3: Sorbit Fermentation bei Anzucht auf SMAC-Agar, hier am Beispiel des SF 
O157:H¯-Stammes 2471/96 
 
3.2 Gendistribution von RTX und ITR 
Da für die Genloci RTX und ITR bislang keine etablierten Primerpaare und 
PCR-Protokolle vorliegen, wurden für beide Loci spezifische Primerpaare de-
signed und PCR-Protokolle erstellt.  
Als Primerpaar für den als RTX benannten Genlocus wurden die Primer RTX 
A2 und RTX B1 ausgewählt, für den als ITR bezeichneten Genlocus ließen sich 




Der Referenzstamm E. coli O157:H7 EDL 933 war, wie erwartet, PCR-positiv 
für beide ausgewählten Genloci, während sich im Negativ-Kontrollstamm E. coli 
C600 keines der ausgewählten Gene nachweisen ließ.  
Überraschenderweise waren sämtliche untersuchten E. coli O157:H¯-Stämme 
PCR-positiv sowohl für den RTX- als auch für den ITR-Genlocus und zeigten 
somit ein dem E. coli O157:H7 EDL 933 identisches Genprofil (Tabelle 4).  
Die PCR-Ergebnisse für die untersuchten Genloci sind beispielhaft in Abbildung 
3 dargestellt.  
 
Tabelle 4: Stammauswahl und Synopsis der Ergebnisse  
Nr.  Stamm-Nr./ 
Jahr der 
Isolation 
Serotyp Erkrankung SF Stx PCR RTX 
Primer  
A2 + B1 
PCR ITR 
Primer  
1 + 2 
1 0296/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
2 1533/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
3 2471/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
4 3072/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
5 5869/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
6 15998/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
7 3573/98 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
8 4368/98 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
9 4368/98 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
10 2584/99 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
11 5376/99 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
12 0301/00 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
13 2518/00 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
14 0145/01 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
15 0164/01 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
16 0410/01 O157:H¯ D + Stx 2 + + 
17 2841/01 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
18 0679/02 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
19 0817/02 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 




21 0001/03 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
22 0023/03 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
23 0088/03 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
24 0094/03 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
25 0100/03 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
26 0198/03 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
27 0200/03 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
28 4162/94 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
29 4756/93Kist O157:H¯ n.b. + Stx 2 + + 
30 Wü4991/92 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
31 Wü3112/93 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
32 3355/93 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
33 1104/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
34 1575/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
35 1775/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
36 1885/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
37 16148/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
38 2260/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
39 3816/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
40 7006/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
41 7462/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
42 8054/96 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
43 340/97 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
44 1527/97 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
45 1528/97 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
46 1529/97 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
47 3680/98 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
48 3857/98 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
49 3226/98 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
50 3223/98 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
51 0355/99 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
52 2696/99 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
53 4100/99 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 




55 2517/00 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
56 2492/00 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
57 DN-940/00 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
58 1994/96 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
59 1996/96 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
60 2313/96 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
61 2473/96 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
62 2711/96 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
63 3692/99 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
64 3998/99 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
65 1691/99 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
66 3317/00 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
67 E141/01 O157:H¯ A + Stx 2 + + 
68 E410/01 O157:H¯ D + Stx 2 + + 
69 E115/02 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
70 E121/02 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
71 E149/02 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
72 E156/02 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
73 221/95 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
74 258/98SM1 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
75 269/98B3 O157:H¯ D + Stx 2 + + 
76 E145/01 O157:H¯ HUS + Stx 2 + + 
77 E55/03 O157:H¯ blutige D + Stx 2 + + 
        
 EDL 933 O157:H7  - Stx 1+2 + + 





D = Diarrhoe 
HUS = hämolytisch-urämisches Syndrom 






























































































Abbildung 4: PCR-Produkte von 7 (A), 6 (B) bzw. 2 (C) SF O157:H¯-Stämmen sowie positi-
ver und negativer Kontrolle, M = Molekulargewichtsstandard (1kbp).  
A: Amplifikation eines RTX-Fragments mit dem Primerpaar A2 und B1 
B: Amplifikation eines ITR-Fragments mit dem Primerpaar itr 1 und 2 
C: Amplifikation eines ITR- bzw. RTX-Fragments bei den zur Sequenzierung ausgewählten 





3.3 Sequenzanalyse repräsentativer Stämme 
Von je zwei der SF E. coli O157:H¯-Stämme wurden die PCR-Produkte teil-
sequenziert (Tabelle 5). Alle Sequenzen wiesen eine vollständige Homologie 
zum Referenzstamm E. coli EDL 933 auf. Die Spezifität der PCR-Protokolle und 
die Ansatzpunkte der Primerpaare konnten somit bestätigt werden. Es ergeben 
sich zumindest für diese Genloci keine Unterschiede zwischen dem nSF EHEC 
O157:H7 EDL 933 und den untersuchten SF O157:H¯-Stämmen. 
 
Tabelle 5: Sequenzierungsergebnisse und Vergleich mit der Genomsequenz 













































































































Exoproteine der RTX-Familie werden durch ein Gencluster codiert, das bei ei-
ner Vielzahl gramnegativer Bakterien, beispielsweise Proteus vulgaris, 
Bordetella pertussis, Serratia marcescens und E. coli, vorkommt und bei diesen 
große Ähnlichkeiten bezüglich der Operonorganisation und der Basenabfolge 
aufweist (70). Die Proteine der RTX-Familie sind strukturell durch das 
Vorkommen von Sequenzwiederholungen des Toxinmoleküls (repeats of toxin) 
charakterisiert. Diese Sequenzen sind besonders Glycin- und Aspartatreich und 
kommen als 4-14fache, zusammenhängende Wiederholungen vor. Bei 
Bordetella pertussis wurde sogar von 47 Wiederholungen der Sequenz 
berichtet, die allerdings nicht alle direkt aufeinander folgen (44). Die 
Wiederholungen tragenden Regionen des Toxins scheinen bedeutsam für die 
Calciumbindungsfähigkeit des Moleküls zu sein, auf die später eingegangen 
werden soll. Zur Synthese von RTX-Proteinen sind fünf Gene von Bedeutung: 
das für die Toxinstruktur codierende A-Gen, das C-Gen, welches zur 
Modifikation des Toxins in die aktive Form führt, sowie die Gene B, D und E als 
für den Toxintransport bedeutsame Gene. Der hohe Verwandtschaftsgrad der 
RTX-Gene bei verschiedenen Spezies wird beispielsweise bei Betrachtung von 
E. coli -Hämolysin und Pasteurella hämolytica -Leukotoxin deutlich, hier finden 
sich Übereinstimmungen der Sequenzen von 62% (A-Gen) bis 90,5% (B-Gen) 
(44). Eines der am besten untersuchte RTX-Exoproteine ist das hitzelabile 
Hämolysin Hlyα, zu dessen Synthese vor allem uropathogene E. coli befähigt 
sind. Hlyα führt bei Anzucht der Bakterien auf Blutagar innerhalb weniger 
Stunden zur Ausbildung von Hämolysehöfen, die Blutzellen können hierbei in 
gewaschener oder ungewaschener Form vorliegen. Im Gegensatz dazu 
benötigt das bei EHEC der Serogruppe O157:H7 vorkommende, ebenfalls 
hitzelabile EHEC-Hämolysin EhlyA (auch als EhxA bezeichnet) wesentlich 
länger, um den sogenannten enterohämolytischen Phänotyp der Hämolyse zu 
verursachen. Erst nach Bebrütung der Blutagarplatten für 18-24 Stunden und 
nur auf gewaschenen Zellen kommt es zur Bildung kleiner, trüber 




Gemeinsam ist Hlyα und EhlyA die Plasmidcodierung der Gene hlyA, hlyB, hlyC 
und hlyD in einem zusammenhängenden Genlocus CABD, hlyE (auch als tolC 
bezeichnet) ist von diesem Genlocus unabhängig auf dem Plasmid codiert. hlyA 
codiert auf dem CABD-Operon für ein Prohämolysin (proHlyα), welches nicht 
toxisch ist. Erst durch intrazelluläre Modifikation des proHlyα durch HlyC ent-
steht die aktive Form Hlyα. Ein Acyl-acyl carrier protein (acyl-ACP) fungiert 
hierbei als Donor für Fettsäuren, über den Zwischenschritt eines intermediären 
HlyC-Acyl (67) oder eines nicht covalent gebundenen acyl-ACP-HlyC-proHlyα-
Komplexes (63) erfolgt die Acylierung des proHlyα. Lim et al. (43) wiesen für 
C14:0-acyliertes Hlyα die größte Hämolyseaktivität in vitro nach, zudem wurde 
proHlyα am effizientesten zu Hlyα acyliert, wenn als Substrat gesättigte Fett-
säuren der Länge C14 angeboten wurden. Allerdings konnte eine Acylierung 
auch nach Zugabe von Fettsäuren der Längen C15 und C17 beobachtet wer-
den. Durch die Acylierung mit Fettsäuren unterschiedlicher Länge entsteht eine 
Gruppe von heterogenen Hämolysinen, die Bedeutung des Einbaus unter-
schiedlicher Fettsäuren in Hlyα ist bislang noch unbekannt. Es ist jedoch denk-
bar, dass der Einbau bestimmter Fettsäuren Einfluss auf die Spezifität des 
Hämolysins bezüglich des Wirts sowie der Zielzellen hat oder die Signaltrans-
duktion der Wirtszellen beeinflusst (71). Der Transport des aktivierten Hlyα er-
folgt durch ein Typ-I-Sekretionssystem, bestehend aus den Produkten der Gene 
hlyB, hlyD und tolC. Der Aufbau dieses Sekretionssystems wurde sehr über-
sichtlich von Gentschev et al. (26) dargestellt. An der inneren Membran sind 
HlyB und HlyD gelegen, sie sind der Hlyα-spezifische Teil des Transportsys-
tems. hlyB gehört zu einer Superfamilie von Genen, die als ABC (ATP-binding 
cassette) Superfamilie bezeichnet wird. Die Verankerung von HlyB in der inne-
ren Membran erfolgt über acht hydrophobe, positiv geladene, α-helicale trans-
membranäre Domänen (TMDs), wobei das Fehlen der ersten zwei dieser TMDs 
interessanterweise keinen Einfluß auf die Hämolysin-Sekretion hat. HlyD hinge-
gen gehört zur Familie der membranfusionierenden Proteine (membrane fusion 
Protein, MFP), ist durch eine einzige TMD in der Membran verankert und bildet 
eine große periplasmatische Domäne, die sich am carboxyterminalen Ende des 




Membran befindlichen Teil des Sekretionssystems. Es handelt sich um ein un-
spezifisches Protein, welches einen transperiplasmatischen Tunnel formt. 
Sämtliche Informationen, die zur Erkennung von Hlyα durch das Sekretionssys-
tem nötig sind, finden sich am carboxyterminalen Ende des Proteins Hlyα (49), 
die genaue Bedeutung des in den letzten 50-60 Basenpaaren enthaltenen Sek-
retionssignals ist noch unbekannt (26). Die Sekretion von Hlyα erfolgt über den 
TolC/HlyB/HlyD-Kanal ohne periplasmatischen Zwischenschritt direkt vom Cy-
toplasma in den Extrazellulärraum.  
Die für die Toxine Hlyα (110kDa) und EhlyA (107kDa) codierenden Gene wei-
sen Übereinstimmungen von 60% auf, die größten Unterschiede zwischen bei-
den fanden sich mit nur 34% bzw. 31% Übereinstimmung an den 70 Amino- 
bzw. 110 Carboxyterminalen Aminosäuren (61) (7). Die unterschiedliche Aus-
stattung in gerade diesen Bereichen könnte darauf hinweisen, dass auch die 
Zielzellen von Hlyα und EhlyA unterschiedlich sind. 
Toxine der RTX-Familie können anhand ihrer Zielzellen grundsätzlich in zwei 
Gruppen unterteilt werden. Die erste Gruppe, zu der unter anderem das Hlyα 
gehört, wirken toxisch auf verschiedene Zellen diverser Spezies, beispielsweise 
menschliche Erythrozyten und Leukozyten, Granulozyten von Hasen und 
Fibroblasten von Mäusen. Zu der zweiten Gruppe gehören neben weiteren die 
Leukotoxine von Acinobacillus actinomycetemcomitans (LtxA) und Pasteurella 
haemolytica (LtkA), die nur bestimmte Zellgruppen definierter Spezies lysieren 
können. So wirkt LtxA auf Lymphozyten und Granulozyten von Menschen bzw. 
bestimmten Affenarten, während LtkA toxische Wirkung auf Rinderlymphozyten 
hat (40). EhlyA scheint eine Mittelstellung zwischen diesen beiden Gruppen 
einzunehmen. So wirkt EhlyA (EhxA) sowohl auf humane als auch auf Schafse-
rythrozyten hämolytisch, wenn auch in geringerem Maße als Hlyα. Gegenüber 
bovinen Leukozyten sind ebenfalls toxische Wirkungen von EhlyA nachweisbar, 
während bei humanen Leukozyten und Lymphomzellen keine Lyse zu erreichen 
war (7). RTX Toxine wirken jedoch auch und vor allem in sublytischer Dosis auf 
Zellen. Dabei wurden auch Wirkungen auf solche Zellen beobachtet, die nicht 
zu den „typischen“ Zielzellen der Toxine zählen. Bhakdi et al. wiesen nach, 




von Interleukin-1β sowie zur ATP-Verarmung der Zelle, verbunden mit Zellöde-
men, führen können (10). Suttorp et al. wiesen für Gefäßendothelzellen ver-
mehrte Prostacyclinsynthese und erhöhte Endothelpermeabilität unter Hlyα-
Einfluß nach (64). Es ist denkbar, dass die Toxineffekte durch sublytische Do-
sen eine größere Bedeutung für den Krankheitsverlauf haben, als die eigentli-
che lytische Aktivität. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass HlyA über 
Rezeptor-Bindungsregionen (22) (59) sowie über spezifische Regionen verfügt, 
über die eine Bindung an Glycophorin von Erythrozyten oder β2-Integrin von 
Leukozyten erfolgen kann (41) (21). Nach Bindung des Hlyα an die Zielzelle 
bildet sich eine Pore von ca. 2nm Durchmesser, durch Wassereinstrom wird die 
Lyse der Zelle ausgelöst (44).  
Die Bedeutung von Calcium konnte bislang nicht abschließend geklärt werden. 
Calcium bindet besonders an die im RTX-Gencluster enthaltenen Wiederho-
lungssequenzen und verändert so die Sekundärstruktur des Proteins (71). 
Boehm et al. (13)  postulierten, dass neben der Acylierung des proHlyα auch 
die Calciumbindung für die Bindung des Hlyα an die Zielzelle sowie für die toxi-
sche Aktivität notwendig sei. Es zeigte sich neben einer von Calcium abhängi-
gen Bindung und Cytolyse auch eine erhöhte Calciumpermeabilität der 
Erythrozyten unter Hlyα-Wirkung. Während Bauer and Welch ebenfalls eine 
Abhängigkeit der Hlyα- sowie der EhlyA-Toxizität von der Calciumkonzentration 
feststellen konnten (7), zeigten sie in einer weiteren Studie, dass für die Bin-
dung weder die Acylierung von proHlyα durch HlyC noch das Vorhandensein 
von Calcium unabdingbar ist. Es ließ sich im Gegenteil die Bindung von Hlyα an 
Erythrozyten sowohl bei Fehlen der putativen Acylierungsregionen als auch bei 
Abwesenheit von Calcium nachweisen, was bedeuten könnte, dass weniger 
einzelne Faktoren, als vielmehr das Zusammenspiel einer Reihe von Faktoren 
für die Bindung verantwortlich sind (6). Welch (71)  stellte jedoch die sogenann-
te Calcium-lock Hypothese auf. Hierbei wird angenommen, dass im ungebun-
denen Zustand lediglich 3 Calciumionen fest im Hlyα-Protein gebunden sind, 
weitere werden locker über Wassermoleküle gebunden. Mit Bindung des Toxins 
an die Plasmamembran der Zielzelle werden weitere Calciumionen fest an das 




der Plasmamembran begünstigt werden könnten. Eine neuere Studie von Uhlén 
et al. beschäftigt sich mit uropathogenen Hlyα+ E. coli. Hlyα führt hier auch in 
sublytischen Dosen über die Beeinflussung des  Calciumstoffwechsels der Zelle 
zu vermehrter Freisetzung der proinflammatorischen Cytokine Interleukin-6 und 
-8 (69). All diese unterschiedlichen Aussagen machen deutlich, dass die Bedeu-
tung von Calcium bezüglich Hlyα weiterer Klärung bedarf.  
Bislang konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden, dass EhlyA die Virulenz 
von EHEC erhöht. EhlyA ist jedoch ebenso wie Stx2 und eae häufiger in Isola-
ten von schwer erkrankten Patienten zu finden als in anderen EHEC-Isolaten 
und könnte somit einen Virulenzmarker für EHEC hoher Virulenz darstellen. 
EHEC-Hämolysin muss bislang als putativer Virulenzfaktor gelten (14), dennoch 
ist anzunehmen, dass RTX-Toxine einen Selektionsvorteil für Bakterien darstel-
len (71). 
Über die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Sequenz des O-islands #28 
liegen bislang keine weiteren Informationen vor. Der Aufbau des Islands im 
Sinne eines RTX-Toxins legt jedoch die Vermutung nahe, dass dort eventuell 
für ein Porin codiert wird (51). Da die ermittelte Sequenz der untersuchten SF 
E. coli der Serogruppe O157:H¯ mit der des EHEC O157:H7 EDL 933 identisch 
ist, ist zumindest aus dieser Arbeit kein Unterschied beider Genome abzuleiten.  
 
4.2 ITR 
Im menschlichen Organismus kommt Eisen vor allem als Bestandteil von Hä-
moglobin, als Ferritin oder gebunden an Transferrin vor, freies Eisen ist nahezu 
nicht vorhanden. Zur Eisengewinnung müssen Bakterien daher spezielle Me-
chanismen entwickeln, die eine Eisenaufnahme dennoch ermöglichen. Viele 
gramnegative Bakterien, darunter auch E. coli, sind zur Bildung sogenannter 
Siderophore in der Lage. Es handelt sich hierbei um niedrigmolekulare Chelat-
bildner, deren Synthese und Sekretion unter Eisenmangelbedingungen ver-
stärkt abläuft. Siderophore können dreiwertiges Eisen aus Transferrin, Ferritin 
und Eisensalzen wie beispielsweise Eisenhydroxid (aus Nährmedien) binden, 
nicht jedoch Häm-Eisen (52). Der so entstehende Siderophore-Eisen-Komplex 




enterobactin receptor from E. coli) (20)  in die Zelle zurück transportiert. Dieser 
Rücktransport ist energieabhängig, der sogenannte TonB-ExbBD-Komplex stellt 
die benötigte Energie an der äußeren Membran zur Verfügung. ExbB und ExbD 
sind cytosolische Membranproteine, TonB ist ein periplasmatisches Protein und 
lediglich über die n-terminale, hydrophobe Domäne in der cytosolischen Memb-
ran verankert. TonB fungiert als Energieüberträger, für die Energieübertragung 
auf die Rezeptorproteine der äußeren Membran ist der direkte Kontakt zwi-
schen TonB und der sogenannten TonB-box des Rezeptors notwendig (4). Ein 
periplasmatisches, ligandenbindendes Protein und eine von 2-3 Proteinen ge-
bildete cytoplasmatische Permease sind für den Transport des Eisens oder 
auch des gesamten Komplexes in das Cytoplasma nötig (72). Die Regulation 
der Eisenaufnahme erfolgt durch das Kontrollgen fur (ferric-uptake regulator). 
Bei einem Überangebot an Eisen wird von dem Homodimer Fur vermehrt zwei-
wertiges Eisen als Corepressor gebunden, die Bindung des Fur-Eisen-
Komplexes an die DNA führt zur verminderten Transkription entsprechender 
Gene und somit zur verminderten Bildung von Siderophoren und weiteren Pro-
teinen des Eisenaufnahmesystems. In Abwesenheit von Eisen steigt die 
Transkriptionsrate wieder an (5) (4). Die meisten E. coli -Stämme produzieren 
mindestens zwei Siderophore, Enterobactin (Enterochelin) und Aerobactin. Zur 
Frage, warum die Produktion mehrerer Siderophore sinnvoll ist, berichteten 
Brock et al., Enterobactin aquiriere vorwiegend Eisen aus Transferrin, während 
Aerobactin zwar prinzipiell sowohl Transferrin als auch Ferritin zur Eisengewin-
nung nutzen könne, jedoch verhältnismäßig Ferritin stärker als Eisenquelle 
verwende (15). Der EHEC O157:H7-Stamm EDL 933 produziert Enterobactin, 
ist jedoch nicht zur Aerobactin-Synthese befähigt. Darüber hinaus konnten Tor-
res und Payne  für E. coli O157:H7 EDL 933 keine Eisenutilisation mittels Ente-
robactin aus Transferrin oder Lactoferrin nachweisen (66). Es stellt sich daher 
die Frage, welche weiteren Mechanismen E. coli O157:H7 EDL 933 zur Eise-
naquirierung zur Verfügung stehen. Zweiwertiges Eisen kann von einigen E. coli 
mittels des energieverbrauchenden Feo-Systems aufgenommen werden. Die 
Transkription der zugrundeliegenden Gene, feoA und feoB, wird unter anaero-




E. coli -Stämmen der Serogruppe O157:H7 konnten zudem Teile der bei dem 
uropathogenen E. coli CFT073 vorkommenden Pathogenitätsinsel PAI CFT073 
identifiziert werden. PAI CFT073 enthält das sogenannte prrA-modD-yc73-fepC 
Gencluster, welches vermutlich für ein TonB-abhängiges Eisenaufnahmesys-
tem codiert (28) und bei Stx-positiven E. coli O157:H7 signifikant häufiger 
nachgewiesen werden kann als bei Stx-negativen Stämmen des gleichen Sero-
typs. Eine Verknüpfung des Genclusters mit den stx-Genen erscheint daher 
möglich (73). Mills und Payne beschrieben 1995 außerdem ein 70-kDa großes 
Protein, welches bei Shigella dysenteriae einen entscheidenden Faktor für die 
Eisenaquirierung aus Hämoglobin darzustellen scheint und in analoger Form 
bei E. coli O157:H7 ebenfalls nachgewiesen werden konnte. Da der betreffende 
Genlocus bei Shigella dysenteriae auf dem Chromosom codiert ist, scheint ein-
facher horizontaler Gentransfer durch Plasmidaustausch wenig wahrscheinlich. 
Eher ist von der Möglichkeit auszugehen, dass die Übertragung über bewegli-
che DNA-Elemente wie Transponsons erfolgt ist (46). Das bei Shigella dysente-
riae als shuA identifizierte Gen codiert für ein in der äußeren Membran 
gelegenes, eisenreguliertes Protein ShuA, das zur Häm(in)bindung befähigt ist 
und einen Häm-Rezeptor darzustellen scheint. ShuA gehört zu einer Familie 
von Eisentransportsystemen, die wie die Siderophore durch Eisen in Verbin-
dung mit Fur negativ reguliert werden können. Bei EDL 933 konnte ein dem 
ShuA sehr ähnliches Protein nachgewiesen werden, dem Torres und Payne 
sich ausführlicher gewidmet haben. Das 69-kDa große ChuA ist in der äußeren 
Membran lokalisiert, seine Funktion ist TonB-abhängig. ChuA ist für die Eisenu-
tilisation aus Hämoglobin durch E. coli O157:H7 notwendig. Torres und Payne 
kamen daher zu dem Schluss, ChuA sei der Häm-Rezeptor von E. coli 
O157:H7. Da E. coli O157:H7 EDL 933 zudem zur Synthese von EHEC-
Hämolysin EhlyA befähigt ist, könnte das Zusammenspiel von Hämolyse und 
Hämutilisation bei EHEC-bedingten Erkrankungen zu verbessertem Wachstum 
sowie erhöhter Virulenz des Erregers und schwererem Verlauf des Krankheits-
bildes führen (66) (42). Obschon einige bei EHEC O157:H7 vorkommende Sys-
teme zur Eisenaquirierung bereits bekannt sind, ist auch weiterhin mit der 




EDL 933 durch den Genabschnitt des O-islands #123 codierte Bereich wird e-
benfalls als putatives Eisentransportsystem angesehen, genauere Studien ste-
hen allerdings noch aus. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Sequenz 
aus diesem Genomabschnitt liegt bei O157:H7 EDL 933 und O157:H¯ 0200/03 
bzw. 2711/96 in identischer Form vor. Eine Unterscheidung der SF O157:H¯- 







Sorbit fermentierende (SF) Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli (STEC) 
der Serogruppe O157:H¯ werden in Mitteleuropa zunehmend als Erreger von 
Durchfallerkrankungen sowie des hämolytisch-urämischen Syndroms (HUS) 
nachgewiesen. Die klinische Symptomatik dieser Erkrankungen weist eine 
weitgehende Übereinstimmung mit den durch STEC-Stämme des Serotyps 
O157:H7 ausgelösten Krankheitsfälle auf. Während das Genom ausgewählter 
O157:H7 STEC-Stämme, beispielsweise des E. coli O157:H7-Stammes EDL 
933, bereits entschlüsselt wurde, liegen über Virulenzfaktoren der E. coli 
O157:H¯ -Stämme bislang nur wenige Erkenntnisse vor.  
Die vorliegende Arbeit ermöglicht einen weitergehenden Vergleich des Genoms 
77 verschiedener SF E. coli O157:H¯ STEC-Stämme mit dem Genom von  
E. coli O157:H7 EDL 933.  
Identifiziert wurden zwei interessante genomische Inseln, die Homologien zu 
den Sequenzen von E. coli O157: H7 EDL 933 aufweisen und möglicherweise 
für ein Porin (RTX) und ein Protein des Eisentransportsystems (ITR) kodieren. 
Das Vorliegen der untersuchten genomischen Inseln konnte für alle untersuch-
ten STEC O157:H¯ bestätigt werden. Für zwei dieser Stämme wurde anschlie-
ßend eine DNA-Sequenzanalyse durchgeführt.  
Es ließ sich in beiden Fällen und für beide untersuchten Fragmente eine voll-
ständige Homologie zum Vergleichsstamm E. coli O157: H7 EDL 933 nachwei-
sen. Hierdurch können neue Erkenntnisse über die Evolution des 
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ABC ATP-binding cassette 
Acyl-ACP Acyl-acyl-carrier protein 
A/E-Läsionen “attaching and effacing”-Läsionen 
Aqua dest Destillisiertes Wasser 
ATP Adenosintriphosphat 
bp Basenpaare 
BLAST Basic Local Alignment Search Tool 
C Cytidin 
ChuA E. coli haem-utilization protein 




eae “E. coli attaching and effacing” 
EAEC Enteroaggregative Escherichia coli 
EAST1 Enteroaggregatives hitzestabiles Toxin 1 
E. coli Escherichia coli 
EHEC Enterohämorrhagische Escherichia coli 
EhlyA EHEC-Hämolysin 
EhxA EHEC-Hämolysin, Synonym zu EhlyA 
EPEC Enteropathogene Escherichia coli 
Esp E. coli secreted proteins 
EspP extracellular serine protease, plasmid-encoded 
Etp EHEC-TypII-Sekretionssystem 
FepA E. coli ferric enterobactin receptor  
fliC flagellin subunit-encoding 






HC hämorrhagische Colitis 
Hlyα Enterohämolysin-Toxin 
HPLC High Performance Liquid Chromatography 





LEE ”Locus of enterocyte effacement“ 
LPS Lipopolysaccharid 
M molar, mol/l 








nSF nicht Sorbit fermentierend 
PAI Pathogenitätsinsel 
PCR Polymerase Chain Reaction 
rpm rotation per minute 
RTX repeats in toxin 
s Sekunde 
SF Sorbit fermentierend 
sfp sorbitol-fermenting EHEC O157 fimbriae 
ShuA Shigella dysenteriae haem-utilization protein  
SMAC-Agar Sorbit-MacConkey-Agar 
STEC Shiga Toxin-produzierende E. coli 




TAI Tellurite resistance and Adherence-confering island 
Taq-Polymerase Thermus aquaticus DNA-Polymerase 
TMD transmembranäre Domänen 
tRNA Transfer-RNA 
TolC general outer membrane protein 
U Units 
u.a, unter anderem 
u.v.m. und viele mehr 
v.a. vor allem 
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